A importância da avaliação do desempenho de uma metodologia analítica: a avaliação da exatidão na quantificação de niacina em alimentos by Flores, Cristina et al.
47
_Introdução
A rotulagem dos produtos alimentares destina-se a garantir que 
os consumidores disponham de informação completa sobre o 
conteúdo e a composição destes produtos, a f im de proteger a 
sua saúde e os seus interesses. Assim, informações incorretas 
no rótulo podem prejudicar a saúde do consumidor e perturbar 
a confiança dos consumidores e profissionais da área da saúde, 
os quais adotam o rótulo como uma referência para estabelecer 
dietas e recomendações alimentares para os seus pacientes.
Neste sentido, a avaliação do desempenho de uma metodologia 
analítica é fundamental para determinar a qualidade dos resulta-
dos obtidos quer em termos de exatidão quer em termos da incer-
teza desse resultado.
No âmbito da avaliação nutricional dos alimentos, o Laboratório 
de Química do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 
tem vindo, desde 2009, a submeter para acreditação, diversas 
metodologias analíticas para quantif icação de vitaminas. Todo 
este processo visa a obtenção de dados fiáveis e rastreaveis re-
lativos, nomeadamente, ao teor vitamínico dos diferentes alimen-
tos, de modo a poderem integrar a rotulagem alimentar, a Tabela 
de Composição de Alimentos, e participarem em estudos de nu-
trição.
Niacina ou vitamina B3 são designações que incluem dois com-
postos com atividade vitamínica semelhante: o ácido nicotínico e 
a nicotinamida. 
Esta vitamina é indispensável para a biossíntese dos nucleótidos 
de piridina, NAD(H) e NADP(H), que desempenham um papel fun-
damental como coenzimas em reações de oxidação-redução, em 
diversas vias metabólicas.  
As principais fontes alimentares de niacina são a carne e o peixe, 
a levedura de cerveja, as sementes de girassol e os amendoins. A 
vitamina B3 também existe em doses elevadas nos cereais, sobre-
tudo no farelo (tegumento das sementes, parte externa do grão ou 
semente). Nas plantas ocorre principalmente como ácido nicotíni-
co (AN) ligado a proteínas dependendo a sua biodisponibilidade do 
modo de preparação dos alimentos. Nos tecidos animais a vitami-
na encontra-se geralmente na forma de Nicotinamida (Nic) na Ni-
cotinamida Adenina Dinucleotídeo (NAD) ou Nicotinamida Adenina 
Dinucleotídeo fosfato (NADP).
_Objetivo
Este trabalho teve como objetivo a avaliação da exatidão dos resul-
tados obtidos com um método normalizado para a quantificação de 
niacina e a estimativa do valor da incerteza associada a esses re-
sultados. A precisão foi avaliada em matrizes de quatro grupos ali-
mentares: leguminosas, cereais, lacticínios e peixe.
_Material e métodos
A metodologia analítica em estudo foi um método de cromato-
grafia líquida de alta resolução, baseado na norma europeia EN 
15652:2009, que permite determinar o teor de niacina a partir da 
quantif icação dos dois vitâmeros que constituem esta vitamina, 
AN e Nic, com um limite de quantif icação de 0,25 mg/100 g para 
cada um deles.
Para o estudo de precisão foram selecionadas cinco matrizes dife-
rentes – amendoins torrados, ervilhas cozidas, farelo de trigo, leite 
em pó e atum em conserva - que foram testadas em triplicado, em 
quatro ensaios independentes.
Os desvios padrão da repetibilidade (Sr ) e da precisão intermé-
dia (SPi ) foram calculados através da ANOVA (p <0,05) e, a partir 
destes, calcularam-se os limites de repetibilidade para duas répli-
cas ( r = 2.8 * Sr ) ou para dois ensaios independentes (Pi = 2.8 * SPi ).
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A veracidade foi avaliada a partir dos Z-scores obtidos em cinco 
materiais de referência; quatro amostras de cereais de pequeno-
almoço do programa de avaliação externa da qualidade FAPAS 
(2160, 2166, 2172 e 2176) e um material de referência certif icado 
NIST, fórmula infantil/adulto 1849. 
A estimativa da incerteza dos resultados obtidos a partir deste 
método foi feita com base numa abordagem intralaboratorial, cal-
culando a incerteza combinada (µC) a partir da raiz quadrada da 
adição quadrática de µP (incerteza associada à precisão) e µV 
(incerteza associada à veracidade). Para o cálculo da incerteza 
expandida foi aplicado um fator de cobertura de 2 à µC.
A µP foi calculada a partir dos dados obtidos no estudo de precisão, 
tendo sido testada a homocedasticidade dos resultados obtidos, nas 
diferentes matrizes, (p=0,01) para avaliar a possibilidade de conside-
rar o desvio padrão ponderado como o valor da incerteza padrão as-
sociada à precisão. A µV foi calculada a partir dos valores obtidos na 
quantificação do material de referência FAPAS 2166 (U=14,2%, k=2), 
que foi testado em cinco ensaios realizados em condições de preci-
são intermédia. Esta abordagem pretendeu incluir todas as fontes de 
incerteza do método. A veracidade foi avaliada a partir dos Z-score 
obtidos com estes materiais. Adicionalmente foi calculada U para as 
matrizes individuais.
_Resultados
Os valores obtidos para r e Pi variaram, entre 0,05 e 1,46 para 
r, e, entre 0,14 e 3,50 para Pi (tabela1), e, todos os valores de 
| Z-score |  obtidos para as amostras dos materiais de referên-
cia foram <2 (gráfico 1). 
Uma vez que a homogeneidade de variância dos valores de con-
centração em niacina (gráfico 2) não se verifica, considerou-se o 
maior desvio padrão relativo obtido como valor de µP. O valor es-
timado para µV foi 7,5% e 19% para U. O valor de U para as ma-
trizes individuais variou entre 16% e 19% (tabela 2). 
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x – Concentração media em niacina     Sr – Desvio padrão da repetibil idade         
r – l imite de repetibil idade     Spi – Desvio padrão da precisão intermédia      
Pi – l imite de precisão
Tabela 1:      Dados de precisão (mg/100 g). 
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1,46
0,66
0,05
0,64
0,05
Precisão intermédia
n = 4 (dias) x 3 (réplicas) 
x
13,4
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Gráfico 1:      Valores de Z-score obtidos no estudo de veracidade.
Tabela 2:      Estimativa da incerteza obtida a partir do estudo  
de validação.
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Gráfico 2:      Concentração média, em niacina (mg/100 g).
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_Discussão
Os dados de repetibilidade obtidos neste estudo, para as diferentes 
matrizes que abrangem uma gama de concentrações de niacina 
compatível com a utilização do método em rotina, estão de acordo 
com os da norma europeia EN15652. A avaliação da veracidade 
através dos materiais de referência revelou um bom desempenho 
do método/laboratório.
A maior contribuição para a estimativa da incerteza da medição 
analítica foi a associada à veracidade, devido à elevada incerteza 
associada ao material de referência (14%).
_Conclusão
A avaliação da exatidão, com matrizes e conteúdos em niacina 
representativos, demonstrou que o método é adequado ao seu 
objetivo podendo ser submetido à acreditação por uma entida-
de externa.
De acordo com os resultados obtidos, os valores da concentração 
em niacina devem ser reportados com 2 algarismos significativos.
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